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論文内容要旨
 近年,各種肝胆道疾患との関連から生体内胆汁酸グルクロニドの動態が注目されている。これ
 ら胆汁酸グルクロニドはC-3位の水酸基がグルクロン酸抱合をうけたものであり,極めて水溶
 性に富み,相互に構造が酷似するうえ標品の得難いことから信頼性の高い測定法はいまだ開発さ
 れていない。そこで,今回我々はコリルグリシンヒドロレースとβ一グルクロニダーゼによる酵
 素水解と真重らの酵素蛍光法とを組み合わせ,ヒト胆汁中胆汁酸グルクロニドの分画定量法の開
 発を試みた。まず,コリルグリシンヒドロレースによりC-24位を脱抱合した中ち,疎水性イ
 オン交換ゲルPHP-LH-20によりグルクロニドを分画することを試みた。まず先に後藤らが
 合成した胆汁酸グルクロニド15種および胆汁酸15種を用い,コリルゲリシンヒドロレースによ
 る水解条件を検討した。グリシン,タウリン抱合型胆汁酸30nmo1にコリルグリシンヒドロレー
 ス5Uを加え,pH5.6にてインキュベートしたとき30分でグリシン,タウリン抱合型いずれも
 定量的に脱抱合させることがわかった。一方,グリシン,タウリン抱合型グルクロニドにおいて
 も60分で完全に脱抱合をうけることがわかった。次いで,これら24位を脱抱合した非グルクロ
 ニドとグルクロニドの疎水性イオン交換ゲルPHP-LH-20による分画条件を検討した。各種
 胆汁酸ならびに胆汁酸グルクロニドをいったんPHP-LH-20に吸着させた後,90%エタノー
 ルで中性物質を溶出し,ついで溶離液として0.1M酢酸/90%エタノール,0.6Mギ酸/90%エタ
 ノール,1%炭酸アンモニウム/70%エタノールを順次切り替えていくと非グルクロニドとグル
 クロニド,サルフェートが段階的に溶出された。次に,これら分画後のグルクロニドを3α一
 HSDで測定するため,β一グルクロニダーゼによる胆汁酸グルクロニドの水解条件について検
 討を加えた。E.coli由来のβ一グルクロニダーゼ1,000Fishman単位を使用し,各種グルクロ
 ニド標品30nmo1を基質とし,0.1Mリン酸緩衝液pH6.5中,37℃でインキュベートすると各種
 グルクロニドとも約2時間のインキュベーションで反応は定量的に進行することがわかった。以
 上の結果より,胆汁酸グルクロニドの測定手順を次のとうり設定した。まずヒト胆汁試料1～
 10μ乏をコリルグリシンヒドロレースでC-24位を脱抱合した後,Sep-PakC18カートリッジ
 に通導し,水2濯にて脱塩,除蛋白したのち,90%エタノールで胆汁酸および胆汁酸グルクロ
 ニドを溶出する。この溶出液をそのままPHP-LH-20に通導し,前述の如くグルクロニド画
 分を溶出し,β一グルクロニダーゼ水解に付した後,Sep-Pak処理をし,酵素法により定量し
 た。ヒト胆汁に胆汁酸グルクロニドを添加し本法により測定したときの回収率はいずれも90%以
 上であり,また,再現性も良好であった。次に,臨床応用として胆のう胆汁のグルクロニドを測
 定した。総胆汁酸濃度は対照群に比し,ビ石群,純コレステロール石群では有意に低く,また,
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 結石の種類,例えばビ石群と黒色石群でも有意の差を認めた占一方,胆汁酸グルクロニド含有率
 をみてみると,対照群に比してビ石群,黒色石群では有意に減少しているものの結石の種類によ
 る差は認められなかった。さらに,このグルクロニド画分を誘導体化し,高速液体クロマトグラ
 フィーにて測定した結果では,対照群と胆石症群との間に胆汁酸組成に大きな差異は認めなかっ
 たが,グリクロニド画分についてみると,対照群でも胆石症群でも同様にコール酸の含有率が減
 少し,リトコール酸含有率が増加していることがわかった。
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 審査結果の要旨
 近年,各種肝胆道疾患において体液中胆汁酸グルクロそド画分の変動することが指摘され注目
 されている。しかし,信頼性の高い測定法はいまだ開発されていない。これら画分はいずれも水
 溶性に富み,しかも互いに構造が酷似するため分離抽出が困難であるという測定技術上の問題も
 あるが,信頼のおける標品がなかったという点が最大の障害となっていた。先に合成に成功した
 胆汁酸3一グルクロニドを用い,コリルグリシンヒドロレース,〆9一グルクロニダーゼによる酵
 素水解を用いて疎水性イオン交換ゲルpiperidinohydroxypropy1-SephadexLH-20(PHP
 -LH-20)による分画法ならびに3α一HSDを用いる酵素法を組み合わせ,ヒト胆汁中胆汁酸
 グルクロニドの分画定量法の開発を試みた。また,本法の臨床応用として胆石症および対照例の
 胆のう胆汁中胆汁酸グルクロニドの測定を行ない,以下の成績を得た。
 1)胆汁中胆汁酸グルクロニドの分画はPHP-LH-20の使用により定量的に行えた。胆汁酸量
 と蛍光強度の間には1～80nmole/溜の間で良好な直線関係が得られ,回収率は98%以上
 で再現性は標準偏差2.4%～8.2%ときわめて良好であった。
 2)胆汁酸3一グルクロニド標品30nmole15種を用いた検討では,コリルグリシンヒドロレ
 ース(5U)によるアミド結合の定量的脱抱合には37℃,1時間(pH5.6),!9一グルクロ
 ニダーゼ(1000U)によるグルクロン酸の定量的な脱抱合に37℃,4時間(pH6.5)を要
 した。
 3)従来用いられきたbovineliver由来の!9一グルクロニダーゼにはamidase活性があり,
 遊離型胆汁酸グルクロニドが過剰測定されてしまう危険性があることを明らかにした。
 4)本法は胆汁中胆汁酸グルクロニドの正確で簡便な分画定量が可能であり,また,高感度なた
 め1～10μぞの胆汁試料で信頼性の高い結果が得られた。
 5)胆石症胆汁と対照群胆汁の胆汁酸グルクロニドを測定した。グルクロニド画分では,胆石症
 ではとくにビ・カルシウム石群,黒色石群でそれぞれ0.9土0.4%,LO±0.3彩と対照群の
 1.8土0.6%に比し有意に低価であった。しかし,胆石の種類によるグルクロニド含量に有意
 '.差はなかった。
 以上,本研究は胆汁中胆汁酸グルクロニドの定量的分画法を確立し,その臨床応用として胆石
 '症例について検討し,本法は簡便で極めて信頼性に富み,微量測定できることを証明したもので
 ある。胆汁酸抱合の副経路としての胆汁酸グルクロニドの体内動態をとらえる上できわめて重要
 な研究である。よって本研究は学位授与に値する。
 一152一
 .一・.・ご・一L
